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Die folgenden Angaben sind dan vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Verfahren zur Bestimmung der Antioxidanzkapazitat von Proben 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung 
der Antioxidanzkapazitat von Proben und wird insbeson- 
dere in der Biochemie, in der Biotechnologie, in der medi- 
zinischen und industriellen Forschung sowie in der Le 
bensmittelchemie eingesetzt. 

Aufgabe ist es, die Antioxidanzkapazitat von Proben auf 
moglichst einfache Weise, schnell und insbesondere 
ohne zeitaufwendige Analysen zu bestimmen. 
ErfindungsgemaS werden aus den Proben in einer Plura- 
lity von in einem vorgegebenen x-y-Raster angeordneten 
gekuhlten AnalysengefaBen Mischungen hergestellt, die 
weiterhin zumindest jeweils aus einem System, welches 
temperaturabhangig freie Radikale bildet, und einem In- 
dikator, der radikalabhangig seine optischen Eigenschaf- 
ten and art, bestehen. Die Mischungen werden in den ge- 
kuhlten AnalysengefaBen (1) zunachst auf eine im we- 
sentlichen gleiche Ausgangstemepratur zwischen 0 und 
" ca. 20°C gebracht und danach gleichmaBig auf eine Tern- 
peratur bis hochstens ca. 90°C erwarmt Die Erwarmung 
erfolgt vorteilhaft uber einen heizbaren metallischen 
Grundkorper (3), auf dem eine Mikrotiterplatte (2) mit 
formnachgiebigen AnalysengefaSen (1) im x-y-Raster 
aufsitzt. Wahrend der Temperaturerhdhung werden mit 
einer an sich bekannten Readeranordnung in den Mi- 
schungen der zeitliche Veriauf der Anderung der opti- 
schen Eigenschaften erfaftt sowie daraus die Antioxi- 
danzkapazitat durch Vergleich mit bekannten Referenz- 
werten bestimmt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifftein Verfahren zur Bestimmung der 
Aniioxidanzkapazitai von Proben und wird insbesondere in 
dcr Biochcmie. in dcr Biotcchnologic, in dcr niedizinischcn 5 
und industriellen Forschung sowie in der Lebensmilielche- 
mic cingcsetzt. 

Freie Radikale treten in der bclebtcn Natur in einer gro- 
Ben stofilichen Vielfall mil kurzen, slark verschiedenen Le- 
benszeiten und unterschiedlicher Bedeutung auf. Einerseils 10 
sind sie gclahrliche Beiprodukie. die im ProzeB der biologi- 
schen Oxidation gebildet werden und in dcr Lagc sind, na- 
hezu allc biologischen Stoffgruppen chemisch zu modifizie- 
ren, sowie zu schadigen. Andererseils werden sic wegen ih- 
rer herausragenden Reaktionsfreudigkeit von der Natur als 15 
hilfreiche Werkzeuge zur Bekampfung von in den Organis- 
mus eingedrungenen Schadlingen durch spezialisierte Zel- 
len, wie Leukozyten und Makrophagen, im ProzeB der In- 
fektionsbekampfung gebildet und eingesetzi. Es besteht ein 
kompliziert ausgewogenes Gleichgewicht von im Organis- 20 
mus gebildeten Oxidant i en und der geregelten Bildung von 
Antioxidantien. Oxidativer StreB wird durch Antioxidan- 
uen, welche sich aus niedermolekularen wasser- oder lipid- 
loslichen Substanzen wie Vitamin C, Glutathion, Ilarnsaure, 
Bilirubin, Vitamin E, Vitamin A u. a. rekrutieren kompen- 25 
sien oder durch enzymatische Prozesse, wie Superoxid-Ois- 
mutase, Katalase, Glutathionreduktase und Gluthadionper- 
oxidase, unwirksam gemacht. 

Storungen in der Antioxidanzbalance werden fiir die pa- 
thobiochemischen Mechanismen der Entstehung des Diabe- 30 
tes mellitus, und seiner Symptomatik (Ceriello A., Borto- 
lotti N., Falleti E„ Taboga C, Tonutti L., Crescentini A., 
Molz E., Lizzio S., Russo A., Bartoli E. Total radical- trap- 
ping antioxidant parameter in NTDMM patients. Diabetes 
Care 1997; 20: 194-197), fur die schwere Symptomatik der 35 
Sepsis (Dasgupta A., Malhotra D., Levy R, Marcadis D„ 
Blackwell W., Johnston D., Decreased total antioxidant ca- 
pacity but normal lipid hydroperoxide concentrations in sera 
of critically ill patients. Life Sci 1996; 60: 4-5 oder auch 
Cowley H. C, Bacon P. J., Goodc H. F., Webster N. R., Jo- 40 
nes J. G., Menon D. K. Plasma antioxidant potential in se- 
vere sepsis: a comparison of survivors and nonsurvivors. 
Crit Care Med 1996; 24: 1179-1183), fur Arteriosklerose 
und Hcrzinfarkt (Wcsthuyzcn J. The oxidation hypothesis of 
atherosclerosis: An update. Annals of Clin and Lab Science 45 
(1997); 27: 1-10 oder Miller N. J.; Rice-Evans C A. Antio- 
xidant activity of resveralrol in red wine. Clin-Chein. 1995; 
41: 1789 oder auch Mulholland C W.; Strain J. J. Serum to- 
tal free radical trapping ability in acute myocardial in- 
farction. Clin-Biochem. 1991; 24:437-441), fur wesentli- 50 
che Probleme im ProzeB des Allems (Butterfield D. A., Ho- 
ward B. I, Yatin S., Allen K. L., Carney J. M. Free radical 
oxidation of brain proteins in accelerated senescence and ist 
modulation by N-tert-butyl-alpha-phenylnitrone. Proc Nat 
Acad Sci USA 1997; 94: 674-678.), fur Nierenerkrankun- 55 
gen (Rohrmoser M. M., Mayer G. Reactive oxygen species 
and glomerular injury. Kidney Blood - Press-Res. 1996; 
19: 263-269 oder McGralh L. T.; Douglas A. F.; McClean 
E.; Brown J. H.; Doherty C. C; Johnston G. D.; Archbold 
G. P. Oxidative stress and erythrocyte membrane fluidity in 60 
patients undergoing regular dialysis. Clin-Chim-Acta. 1995; 
235: 179-188 oder auch Jackson P.; Loughrey C. M.; Light- 
body J. H.; McNamee P. T.; Young I. S. Effect of hemodia- 
lysis on total antioxidant capacity and scrum antioxidants in 
patients with chronic renal failure. Clin-Chem. 1995; 65 
41: 1135-1138.). fiir die Entstehung von neurodegenerati- 
ven Prozessen (Borlongan C. V.; Kanning K.; Poulos S. G.; 
Freeman T. B.; Cahill D. W.; Sanberg P. R. Free radical da- 



mage and oxidative stress in Huntington's disease. J-Fla- 
Med-Assoc. 1996; 83: 335-341 oder Gumey M. E.; Cutting 

F. B.: Zhai P.; Andrus P. K.; Hall E. D. Pathogenic mecha- 
nisms in familial amyotrophic lateral sclerosis due to muta- 
tion of Cu, Zn superoxide dismutase. Pathol -Biol-Paris. 
1996: 44: 51-56), und fur die Entstehung cinigcr Arten von 
Karzinomen (Dreher D.; Junod A. F. Role of oxygen free ra- 
dicals in cancer development. Eur-J-Cancer. 1996; 
32A: 30 38 oder Pappalardo G.; Guadalaxara A.; Maiani 

G. ; Iilomei G.; Trifero M.; Frattaroli F. M.; Mobarhan S. 
Antioxidant agents and colorectal carcinogenesis: role of 
beta-carolcnc, vitamin E and vitamin C. Tumori. 1996; 
82: 6 11 oder auch Kumar K.; Thangaraju M.; Sachdanan- 
dam P. Changes observed in antioxidant system in the blood 
of postmenopausal women with breast cancer. Biochem-Int. 
1991; 25: 371-380) verantwortlich gemacht. 

Die Bestimmung der Aniioxidanzkapazitai oder Antioxi- 
danzreaklivitat als diagnostisch-analytischer Parameter er- 
halt in dcr Mcdizin fiir die Diagnostik und zur Veriaufskon- 
trolle fur eine Vielzahl von Erkrankungen zunehmend gro- 
Berc Bedeutung. 

Waynerund MitarbeiterfWaynerD. D., Burton G. W., In- 
gold K. U., Barclay L. R M Locke S. J. The relative contribu- 
tions of vitamin E, urate, ascorbate and proteins to the total 
peroxyl radical-trapping antioxidant activity of human 
blood plasma. Biochim Biophys Acta 1987; 924:408-419) 
waren die ersten, die 1987 eine Methode zur Bestimmung 
des Totalen Radical Antioxidanz Potentials (TRAP) eingc- 
fiihrt haben. In einem System, das aus einer Radikalquelle 
2,2 , -Azo-bis-2-amidinopropan (ABAP) bestand, welche hei 
gleichblei bender Tcmperatur ubcr eine konstante Radikal- 
bildungsrate eine Lipidmischung oxidierte, wurde die Sau- 
erstoffkonsumption gemcsscn. Nach Zusatz von Antioxi- 
dantien wurde die Induktionszeit des Systems bis zum er- 
neuten Sauerstoffverbrauch bestimmt, sowie mit einem Re- 
ferenzantioxidanz bekannter Stochiometrie und Reaktivitat 
verglichen und kalibriert. In der Folgezeit sind sowohl an- 
dere Radikalquellen als auch andere Radikalindikatorsy- 
steme adaptiert und optimiert worden (Lissi E.; Salira- 
Hanna M.; Pascual C; del-Castillo M. D. Evaluation of total 
antioxidant potential (TRAP) and total antioxidant reactivity 
from luminol-enhanced chemiluminescence measurements. 
Free-Radic-Biol-Med. 1995; 18: 153-158 oder Cao G.; 
Alcssio H. M.; Cutler R. G. Oxygen-radical absorbancc ca- 
pacity assay for antioxidants. Free Radic Biol Med 1994; 
16: 135-137 oder auch Candy TEG, M Hodgson, P Jones 
1990. Kinetics and mechanisms of a chemiluminescent 
clock reaction based on the horseradish peroxidase cataly- 
sed oxidation of luminol by hydrogen peroxide. J. Chem. 
Soc Perkin Trans 2: 1385-1388). Weitere Veroffentlichun- 
gen hierzu sind beispielsweise Uotila J. T.; Kirkkola A. L.; 
Rorarius M.; TXiimala R. J.; Metsa-Ketela T. The total pe- 
roxyl radical-trapping ability of plasma and cerebrospinal 
fluid in normal and preeclamptic parturients. Free-Radic- 
Biol-Med. 1994; 16: 581-590 oder Whitehead T.P., GHG 
Thorpe, SRJ Maxwell. Enhanced chemiluminescent assay 
for antioxidant capacity in biological fluids. Analyt. Chi- 
mica Acta 1992; 266: 265-277 oder DeLange R. J.; Glazer 
A. N. Phycoerythrin fluorescence-based assay for peroxy ra- 
dicals: a screen for biologically relevant protective agents. 
Anal-Biochem. 1989; 177: 300-306 oder auch Thumham 
D. I.; Singkamani R.; Kaewichit R.; Wongworapat K. Influ- 
ence of malaria infection on peroxyl-radical trapping capa- 
city in plasma from rural and urban Thai adults. Br-J-Nutr. 
1990; 64: 257-271. 

Neben diesen Methoden, die in den zu charaklerisieren- 
den Proben nach langerer oder kurzerer Verzogerung die In- 
duktion eines durch die Prasenz einer Radikalquelle ausge- 
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losten Signals messen, sind Verfahren beschrieben worden, 
die mil Einmalmessungen nach einer bestimmten Zeil aus- 
kommen. Der Nachleil der bishcr bekannten Methoden be- 
steht darin, daB sie zeitaufwendig und sequenticll durchge- 
fuhrt werden miisscn. 

Der Erfindung liegl deshalb die Aufgabe zu Grunde, die 
Aniioxidanzkapazitat von Proben auf moglichst einfache 
Weise, schnell und insbesondere ohne zeitaufwendige Ana- 
lysen zu bestimmen. 

Die Nachleile der bekannten Losungen werden erfin- 
dungsgemaB dadurch umgangen, daB die Analysen parallel 
in Satzen von Pluralitaten von Mischungen durchgefuhrt 
werden, wobei jede Einzelmessung im Verbund von sonst 
gleichen Randbedingungen durchgefuhrt wird. Die Syn- 
chronisation und Dosierung der Radikalbildung erfolgt 
durch programmierle Temperaturerhohung mit geeigneten 
erfindungsgemaBen Mitteln. Die automatisicrte Auswerlung 
erfolgt uber mitgefuhrte und ansonsten wie die Probe 
glcichbehandelte Kalibratoren. 

Die Erfindung soil nachstchend anhand von in den Zeich- 
nungen dargestellten Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert 
werden. 

Es zeigen: 

Fig. 1 Probenanordnung der auf cinem bcheizbaren 
Grundkorper angebrachten AnalysengefaBe (Wells) in ei- 
nem 12 x 8-Raster einer Mikrotiterplatte; 

Fig. 2 zeitlicher Temperaiurverlauf zur definierten simul- 
tanen Erhohung der Temperatur in den im 12 X 8-Raster an- 
geordneten AnalysengefaBen in einem Zeitraum von 8 Mi- 
nuten; 

Fig. 3 Temperaiurverlauf der Mischungen in drei ausge- 
wahlten AnalysengefaBen der Mikrotiterplatte; 

Fig. 4 Auswertung der Analysencrgebnisse; 

Fig. 5 zeitlicher Verlauf der Absorption von ABTS bei 
620 nm mit der Radikalquelle ABAP in alien 96 Wells einer 
Mikrotiterplatte mit unterschiedlichen Proben ubcr cincn 
Zeitraum von 43 Minuten; 

Fig. 6 zeitlicher Verlauf der Absorption von ABTS bei 
620 nm mil Hamsaurc und Catechin als zu untersuchende 
Proben ubcr cincn Zeitraum von 43 Minuten; 

Fig. 7 Eichkurve von Trolox als Referenzantioxidanz fur 
die colorimetrische Bestimmung der Antioxidanzkapazitat 
mit ABAP/ABTS; 

Fig. 8 zeitlicher Verlauf der Chcmilumincszcnz von Lu- 
minol mit ABAP als Radikalquelle in einer Matrix von 6X8 
AnalysengefaBen mil unterschiedlichen Proben in einem 
Zeitraum von 25 Minuten; 

Fig. 9 EinfluB der Zugabe von zusatzlichem Trolox zur 
Reaktionsmischung auf den Verlauf der Chemilumineszenz 
von ABAP/Luminol. (H3 ohne Trolox, G4 und 114 mit Tro- 
lox in der Reaktionsmischung); 

Fig. 10 zeitlicher Verlauf der Absorption bei 620 nm ei- 
nes Zellsystems (Resistenz von Erythrozyten gegeniiber 
ABAP in Gegenwart unterschiedlicher Trolox-Konzentra- 
tionen) innerhalb eines Zeitraumes von 4 Stunden; 

Fig. 11 Eichkurve von Trolox als Referenzantioxidanz 
(Resistenz eines Zellsystems); 

Fig. 12 zeidicher Verlauf der Chemilumineszenz von Lu- 
minol im System Xanthin-Xanthinoxidase; 

Fig. 13 Kalibrierung der Xanthin-Xanthinoxidase-Che- 
milumineszenzrnethode mit Superoxid-Dismutase als Refe- 
renzantioxidanz; 

Fig. 14 zeitlicher Verlauf der Chemilumineszenz von Lu- 
minol im System fyO^yoglobin als Radikalbilder; 

Fig. 15 zeitabhangige Verschiebung der Fluoreszenzwcl- 
lenlange von Ruby nach Zugabe von ABAP (Excitations- 
wellenlange: 550 nm); 

Fig. 16 der EinfluB von unterschiedlichen Troloxmengen 



auf den Beginn der zeitabhangige Anderung der Fluores- 
zenz von Ruby nach Zugabe von ABAP. 

Zur Bestimmung der Antioxidanzkapazitat von zu unter- 
suchenden Proben werden Mischungen hergestelll, die ne- 

5 ben den Proben zumindest ein System, welches temperatur- 
abhangig freie Radikale bildet, und einen Indikator, der radi- 
kalabhangig seine optischen Eigenschaften andert, enthal- 
ten. Diese Mischungen werden durch Pipettierung in Analy- 
sengefaBe 1 einer an sich bekannten Mikrotiterplatte 2 her- 

10 gestellt. Eine beispielhafte Probenanordnung der Analysen- 
gefaBe 1 in cinem an sich bekannten 12 x 8-Raster der Mi- 
krotiterplatte 2 zeigt Fig. 1. Die Mikrotiterplatte 2 mil den 
AnalysengefaBen 1 wird auf einen Grundkorper 3 form- und 
kraftschlussig aufgesetzt. Durch das formnachgiebige Mate- 

15 rial passen sich die AnalysengefaBe 1 der Mikrotiterplatte 2 
in lagckorrespondierende Vertiefungen 4 des rnetallischen 
Grundkorpers 3 ein. Fig. 1 zeigl die Mikrotiterplatte 2 und 
den Grundkorper 3 zur Veranschaulichung sowohl in sepa- 
rater als auch zusammengesetztcr Darstellung. Die Analy- 

20 sengefaBe 1 mit den Mischungsansatzen befinden sich zu- 
nachst im gekiihlten Zustand und werden jeweils, um fur 
alle Mischungsansatze annahemd gleiche thermische Ana- 
lysenbedingungen zu schaffen, auf eine im wesenilichen 
gleiche Ausgangstemperatur zwischen 0 und ca. 20°C gc- 

25 bracht. Von dieser Ausgangstemperatur aus werden die Mi- 
schungen in den AnalysengefaBen 1 gemeinsam glcichma- 
Big erwarmt. Zu diese m Zweck ist der Grundkorper 3 be- 
heizbar. In Fig. 1 sind deshalb Ileizspiralen 5 im Grundkor- 
per 3 angedeutet. Auf Grund der rnetallischen Ausfilhrung 

30 des Grundkorpers 3 und der damit. verbundenen guten War- 
meleitung wird dieser, einschlieBlich der in den Vertiefun- 
gen 4 mil cngem Warmekontakt aufgenommenen Analysen- 
gefaBen 1, gleichmaBig erwarmt. 
Fig. 2 zeigt den Temperaturverlauf der Reaktionsmi- 

35 schung, gemessen mit einem therm ochromen Indikatorsy- 
stem fSchilling K.; Cumme G. A.; HofTmann-Blume E.; 
Hoppe H.; Horn A. Multiwavelength photometry of thermo- 
chromic indicator solutions for temperature determination in 
multicuvettes. din-Chan. 39/2, 251-256 (1993)], uber ei- 

40 ncn bestimmten Zeitraum in alien 96 AnalysengefaBen 1 
(Wells) der Mikrotiterplatte 2. Den zeitlichen Temperatur- 
verlauf von drei ausgewahlten Positionen der Mikrotiter- 
platte (die Positionslagen sind oben rechts in der Abbildung 
dargcstcllt) zeigt Fig. 3. Aus der Tabcllc in Fig. 3 ist crsicht- 

45 lich, daB bei einer Ausgangstemperatur von 18°C nach ca. 
3 Minuten die Solltemperatur von 42°C erreicht und kon- 
slant beibehalten wird. 

ErfindungsgemaB werden in den Mischungen durch das 
radikalbildende System temperaturabhangig freie Radikale 

50 gebildet. In den Mischungen ist ferner ein Indikator enthal- 
ten. durch den sich in Abhangigkeit dieser Radikalbildung 
die optischen Eigenschaften der Mischungen andem. Mit ei- 
ner an sich bekannten Readeranordnung (nicht in der Zeich- 
nung dargestellt) werden in alien AnalysengefaBen die zeit- 

55 lichen Verlaufe dieser Anderung der optischen Eigenschaf- 
ten erfaBl und folgendermaBen ausgewertet: 

Bestimmung der Verzogerungszeit X 

60 In Fig. 4a ist das Prinzip der Auswertung der Analysener- 
gebnisse durch Bestimmung der Verzogerungszeit T darge- 
stellt. Die Antioxidanzkapazitat A P der Probe bewirkt im 
Vergleich zur Antioxidanzkapazitat Ao der Reaktionsmi- 
schung ohne Probe eine zeitliche Verzogerung der Ausbil- 

65 dung eines optischen Signals des Indikators, welcher radi- 
kalabhangig seine optischen Eigenschaften andert. Die An- 
tioxidanzkapazitat A P der Probe kann liber die vergleichs- 
weise mitgefuhrte Bestimmung der Antioxidanzkapazitat 



BNSOOCtD: <OE 1 97391 20A1_L> 



DE 197 39 120 A 1 



A s eines Standards normierl werden. Aus dem ansteigen- 
den, nahezu Jincaren Teil der Kurve des optischen Signals 
iiber der Zeil konnen die Verzogcrungszeiten der Probe (Xp). 
des Standards (x s ) und der Reaktionsmischung ohne Probe = 
Blindwert (Xq) bestimml werden. Aus praklischen Grunden 
ist es vorteilhaft, der Reaklionsmischung eine definierte, 
kleine Konzenlration von Antioxidantien zuzugeben, urn si- 
cherzustellcn, daft wahrend des nichtlinearen Teils der Radi- 
kalbildung zu Beginn der Temperaturcrhohung alle Radi- 
kale gebunden werden und der Umschlag des oplischen Si- 
gnals auch im Blindwert im zeitabhangig linearen Teil der 
Radikalbildung liegt. Die Antioxidanzkapazitat A P der 
Probe kann dann aus 



a p =( 



)A S 



errechnet werden, wobei sich die Anuoxidanzkapazitat A s 

des Standards aus 

As - Cs • SF ergibt. 

C s = Konzentration des Standards 

SF = Stochiometricfaktor der Radikalbildung. 

Bestimmung des Integrals des optischen Signals 

In Fig. 4b ist die Auswertung des Analysenergebnisses 
uber die Bestimmung des Integrals des optischen Signals 
dargestellt. Es wird das Integral des optischen Signals (Ex- 
rinktion; Fluoreszenz; Lumineszenz) der Signal-Zeit-Kurve 
fUr den Blindwert (Io) fur die Probe (Ip) und fur den Stan- 
dard (I s ) bestimmt. Es besleht eine lineare Beziehung zwi- 
schen tyl P und der Antioxidanzkonzentration (Stern Voll- 
mcr Gleichung). Durch Mitfuhrung eines Standards kann 
auf die Antioxidanzkonzentration in der Probe geschlossen 
werden. 

Die Auswertung der Analysenergebnisse zur Bestim- 
mung der Antioxidanzkapazitat, sowohl durch die Bestim- 
mung der Verzogerungszeit (Fig, 4a) als auch Uber die Be- 
stimmung des Integrals des optischen Signals (Fig, 4b) wird 
wesentlich durch geeignete Software auf einem Auswerte- 
rechner unterstutzt. 

Ausfuhrungsbeispiel 1 

Colorimetrische Bestimmung der Antioxidanzkapazitat 

Das radikalbildendes System ist 2,2'-Azo-bis-2-amidino- 
propan (ABAP). Diese Verbindung produziert schon bei re- 
lativ niedrigen Temperaturen eine signifikante Peroxylradi- 
kalmenge und reagierl mil alien Subslanzen, die als Antioxi- 
dantien in biologischen Prozessen eine Bedeutung haben. 

Als Indikator, der in Gegenwart von freien Radikalen 
seine optischen Eigenschaften andert, wird 2,2'-Azino- 
bis(3-ethylbenzthiazolin-6*sulfonsaure) (ABTS) verwendet. 
Die ursprunglich farblose Losung erhalt bei Anwesenheit 
von Radikalen eine intensiv blaue Farbung. 

Die zu analysierenden Proben werden in die einzelnen 
Wells der gekiihlten, beheizbaren Mikroliterplatte pipettiert. 
Die Belegung der einzelnen Wells der Mikrotiterplatte sind 
in der Legende von Fig. 5 aufgezeigt. In einigen Wells wird 
TVolox, ein wasserlosliches Vitamin E-Derivat mit bekann- 
ter Konzentration und Antioxidanzkapazitat als Standard, 
bzw. Wasser als Blindwert vorgelegt. 

AnschlieBend werden mit einer 96-fach Pipette (Igel) je 
200 pi gekuhltes, frisch zubereitetes Substrat (1,64 mg 
ABTS, 54 mg ABAP und 128 pi 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetra- 
methylchroman-2-carbonsaurc (Trolox (376 uM in Was- 



ser)), gelost in 20 ml Puffer (2 ml 50 mM Phosphalpuffer 
pH 7,4 und 18 ml 0.9% NaCl), dazu gegeben, die Mikroti- 
terplatte geschultelt. auf 37°C erwarmt und mit einem an 
sich bekannten Mikrotilerplaltenreadcr bei 620 nm in be- 

5 stimmten Zeitintervallen und einer Gesamtdauer von im 
Beispiel angegebenen 43 min vermessen. 

Der unterschiedliche Verlauf der Absorption in Abhan- 
gigkeit von der Zeit in alien 96 Wells der MikroliterplaUe 
wird in Fig. 5 dargestellt. Es zeigt sich in den einzelnen 

to Wells eine deutliche Abstufung der Verzogerungszeit, die 
bis zum Beginn des Ansliegs der Absorption vergeht. In die- 
scr Zeit werden die gebildeten Radikale von den eingesetz- 
ten Antioxidantien "weggefangen", und es kommt zu keiner 
Anderung der optischen Eigenschaften des ABTS. Die Ab- 

15 hangigkeit der Verzogerungszeit von der Menge des als Re- 
fere nzantioxidanz eingesetzten Trolox ergibt eine lineare 
Funktion, wie in der Eichkurve in Fig, 7 dargestellt ist. Der 
genaue Startpunkt der Reaktion laBt sich durch die Zugabe 
einer definierten Troloxmenge zur Reaktionslosung genau 

20 bestimmen, indem der fur den Blindwert erhaltene Zeit- 
punkt, der nur die Troloxmenge der Reaktionslosung ent- 
halt, als Startpunkt der Reaktion betrachtel wird (siehe auch 
Ausfuhrungsbeispiel 2). 

Mit Ililfc der erstellten Eichkurve kann die Antioxidanz- 

25 kapazitat von zu untersuchenden Proben mil der Antioxi- 
danzkapazitat von Trolox als Standardwert verglichen wer- 
den. 

In Fig. 6 wird der Absorptionsverlauf mit der Zeit von un- 
terschiedlichen Mengen am Beispiel von a) Harnsaure und 
30 b) Calechin gezeigt. Die Position der einzelnen Wells in der 
Mikrotiterplatte ist jeweils der Ubersichtsdarstellung oben 
rechts in der Fig. 6 zu entnehmen. 
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Ausfuhrungsbeispiel 2 

Bestimmung der Antioxidanzkapazitat mit Chemilumines- 
zenz 



Das radikalbildende System ist analog zum ersten An- 
40 wcndungsbcispicl 2,2-Azo-bis-2-amidinopropan (ABAP). 
Als Indikator, der radikalabhangig seine optischen Eigen- 
schaften andert, wird Luminol eingesetzt. 

Die zu analysierenden Proben werden in die Wells einer 
gckiihltcn Mikrotiterplatte pipettiert. In ein odcr mchrcrc 
45 Wells wird Wasser oder Natriumchloridlosung (0,9%) gege- 
ben. Diese Wells, die keinc Proben enthalten, dienen zur ge- 
nauen Bestimmung des Slartpunkts der Reaktion (Blind- 
wen). 

Die Reaktionslosung besteht aus 12,5 ml 0,1 M Glycin- 
50 puffer (pH 8,6) mit 15,6 pi 10 mM Luminol und 34 mg 
ABAP und wird auf eine Temperalur im Bereich von 40 bis 
150Cgekuhit. 

Zu dieser Losung werden zuletzt noch 10 bis 20 pi 300 bis 
500 pM 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbon- 
55 saure (Trolox) gegeben. 

100 bis 200 pi obiger Reaktionslosung, welche eine Tem- 
peratur zwischen 4°C und 15°C hat, werden zu den Proben 
in die Wells pipettiert. 

Auf Grund der Kuhlung von Proben und Reaktionslosung 
60 ist kein signifikanter Verbrauch an Antioxidantien zu ver- 
zeichnen. 

Die Platte wird in einen an sich bekannten Mikrotiterplat- 
tenreader gebracht und auf 37°C erhitzt. In einem Zeitraum 
von 25 Minuten wird in festgelegten Zeitintervallen die 
65 Chemilumineszenz des Indikators Luminol gemessen und 
als willkiirliche Lumineszenzeinheiten pro Sekunde (RLU/- 
sec) angegeben. Die Reakuon startet wahrend der Aufheiz- 
phase. In dieser Zeit wird das zusatzlich zugegebene Trolox 
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verbraucht. Das erste Signal crschcint in den Wells mil 
Blindproben. 

Fig. 8 zeigl den zcitlich unierschicdlichen Beginn der 
Chemilumineszenz in der Gesamtheit dcr AnalysengefaBe 
mil unierschiedlichen, in der Legendc beschriebenen Pro- 
ben. In den Wells Bl bis B6 werden unterschiedliche Men- 
gen 376 uM Trolox als Referenzantioxidanz, auf den die an- 
dercn Proben in ihrer Antioxidanzkapazilat bezogen wer- 
den, mitgefuhrt. 

Die MeBergebnisse der unterschiedlichcn Proben unter- 
scheiden sich sowohl im Zeitpunkl des Beginns der Chemi- 
lumincszenz als auch in der Inlensitat des aufgezeichneten 
Signals. 

Fig, 9 zeigl den Effekl der Zugabe von zusatzlichem Tro- 
lox zur Reaktionsinischung fur die Besiimmung des exakten 
Startpunktes der Reaktion. Die obere Kurve H3 wurde ohne 
Troloxzusatz zur Reaktionslosung crhallen. Sie ist durch ei- 
nen vergleichsweise flachen Anstieg der Chemilumineszenz 
vom Zeitpunkt "0" aus charakterisiert, der durch den Tem- 
peraturverlauf in der Aufhcizphase bedingt ist. 

Im Gegensatz dazu enthielten die Kurven G4 und H4 Tro- 
lox in der Reaktionsmischung. Bis dieses zusatzliche'lYolox 
"verbraucht" isU wird erwartungsgemaB keinc Chemilumi- 
neszenz beobachtet, und die Kurve bewegt sich auf dem 
"Nullwert". 

/urn /eitpunkt des komplettcn Verbrauchs des zusatzli- 
chen Trolox ist die Reaktionstemperatur erreicht, und somit 
wird ein steiler Anstieg der Chemilumineszenz ermoglicht. 

Das zusatzliche Trolox in der Reaktionsinischung ist von 
praktischer Bedeutung und erleichtert die Auswertung dcr 
MeBergebnisse. Es fangt die Radikale zu Beginn der Reak- 
tion weg, wenn noch keine konstante Radikalbildung, auf 
Grund des Temperaturverlaufs erfolgt. Wenn das Trolox in 
der Reaktionsmischung verbraucht ist, ist auch die Reakti- 
onstemperatur erreicht und man erhalt einen scharfen und 
prazise auswertbaren Startpunkt der Reaktion. 

Ausfuhrungsbeispiel 3 

Bcstimmung dcr Antioxidanzkapazitat cincs Zcllsystcms 
(Erythrozyten) 

Die colorirnetrische Bestimmung der Antioxidanzkapazi- 
tat cincs Zcllsystcms erfolgt c ben falls mit 2,2'-Azo-bis-2- 
amidinopropan (ABAP) als radikalbildendes System. Die 
Erythrozytensuspension selbst wird als ein seine optischen 
Eigenschaften iindernder Indikator genutzt. Die gemessenen 
Absorptions wellenlangen liegen bei 620 und 550 nm. 

Einer Versuchsperson wurden 5 ml Blut mit einer Spritze, 
die Heparin als Antikoagulant enthalt, entnommen und 
lOMinuten bei 4°C zenlrifugierl (2 000 Xg). Danach wird 
das Plasma vorsichtig mit einer Pipette abgezogen. 

Nach dem Entfemen der Zwischcnschicht aus Leukozy- 
ten und anderen Zellen werden die verbliebenen Erylhrozy- 
ten 3 mal mit 15 ml 0,9% NaCl-Losung gewaschen und zen- 
trifugiert, urn noch vorhandenes Plasma vollstandig zu ent- 
femen. 

40 pi der Erythrozyten werden zu 10 ml einer Losung be- 
stehend aus 1 ml 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) und 
9 ml 0,9% NaCl-Losung gegeben. Die Temperatur der Lo- 
sung liegt im Bereich zwischen 4°C und 10°C. Diese 0,4% 
Erythrozytenlosung wird im folgenden "Suspension 1 " ge- 
nannt. 

Das Hamolysat wird durch Zugabe von 40 ul der gewa- 
schenen Erythrozyten zu 10 ml destilliertem Wasser mit ei- 
ner Temperatur zwischen 4°C und 10°C erhalten und im fol- 
genden als "Suspension 2" bezeichnet. 

Als Standardantioxidanz wird 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetra- 



methylchroman-2-carbonsaure (Trolox) in einer Konzentra- 
tion von 6,4 nig in 25 ml 0,9% NaCl-Losung verwendet. 

Die zu untersuchenden Proben werden in eine Mikrolilcr- 
platie pipetlieri. Die Reaktionslosung ("ABAP"), bestehend 
5 aus 136 mg ABAP in 3 ml gekuhlter 0,9% NaCl-Losung, 
muB unmittelbar vor dem Versuch frisch zubereitet und als 
letztes in die Wells pipettiert werden. 

Differenzen der Gesamtvolumina werden durch 0,9% 
NaCl-Losung ausgeglichen. 
to Fig. 10a zeigl die Resistenz von Erythrozyten gegeniiber 
ABAP als zeiiabhangigen Verlauf der Absorption bei 
620 nm. 

In den beiden oberen Kurven (A9 und A 10) ist der zeitli- 
che Absorptions verlauf der Erythrozyten- Suspension mit 

15 und ohne Zusatz von ABAP dargestellt. Die Kurve A 10 ver- 
deutlicht die Stabilitat der reincn Erythrozyten-Suspension 
ohne Zusatz von ABAP iiber den gesamten Zeitraum der 
Messung. Die Kurve A9 stelll die Reaktion von ABAP mit 
der Erythrozyten-Suspension dar. Durch die vom ABAP 

20 freigesetzten Radikale wird die Membran zerstort, die Ha- 
molyse setzt ein, und es erfolgt eine Annahrung an die 
Kurve All, welche die Einwirkung von ABAP auf das Ha- 
molysat (Suspension 2) zeigt. Die gebildeten Radikale ver- 
ursachen die Bildung von Methamoglobin. Die Kurve A12 

25 veranschaulicht dagegen die Stabilitat des Hamolysats tiber 
den gesamten Zeitraum der Messung. 

Fig. 9b und 9c zeigen die Schutzwirkung von Antioxidan- 
tien, am Beispiel von Trolox in Form einer spater cinsctzen- 
den Hamolyse bzw. Methamoglobinbildung. 

30 Wie in Fig. 1 1 dargestellt, ergibt sich ein linearer Zusam- 
menhang zwischen der eingesetzten Troloxmenge und der 
Zeit, die bis zum Einselzen der Hamolyse vergeht. 
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Ausfuhrungsbeispiel 4 

Xanmin-Xanminoxidase-Luminol-Chemilumineszenz Me- 
thode zur Bestimmung von Superoxidradikalfangem 

Hypoxanthin und das Enzym Xanlhinoxidase bilden Per- 
40 oxidradikalc. Als Indikator wird cbcnfalls Luminol verwen- 
det. 

Gibt man das Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) in die 
Reaktionslosung, wird die Radikalbildung in Abhangigkeit 
von dcr dazugcgcbcncn Mcngc rcduzicrt und die Intcnsitat 
45 der Chemilumineszenz nimmt ab. 

In die einzelnen Wells einer gekiihlten Mikrotiterplatte 
werden raumlich gelrennl voneinander die unterschiedli- 
chcn Proben und je 2 ul Xanthinoxidase (20 Units/ml in 
20 ml 0,9% NaCl) pipetuert. Darauf werden in jedes Analy- 
se sengefaB jeweils 100 ul Reaktionslosung, bestehend aus 
9 ml 0,1 M GlycinpulTer pH 7,4 mil 1 ml 10 inM Hypoxant- 
hin und 15 ul 10 mM Luminol, gegeben. 

Die Mikrotiterplatte wird in einen an sich bekannten Mi- 
krotiterplattenreader gebracht, geschiittelt sowie auf 37°C 
55 erwarmt. In einem Zeitraum von 15 Minuter) wird in vorge- 
gebenen Zeitabstanden jeweils die Chemilumineszenz ge- 
messen. 

In Fig. 12 ist der gemessene Verlauf dcr Chemilumines- 
zenz in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen. Wie der Le- 

60 gende zu entnehmen ist, wurden als Standard unterschiedli- 
che Mengen von SOD mit unterschiedlichen Aktivitaten un- 
tersucht. Es ist eine deudiche Abnahrne der Intensitat der 
Chemilumineszenz bei Proben mit hoherer Aktivitat gegen- 
uber denen mit niedrigerer Aktivitat zu erkennen. 

65 Tragi man in Anlehnung an die Stern- Volmer-Gleichung 
Wli, wobei Io das Integral der Chemilumineszenz bei Abwe- 
senheit und I L das Integral der Chemilumineszenz bei Anwe- 
senheit von SOD sind, gegen die SOD-Aktivitat auf, erhalt 
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man cine lineare Abhangigkeit. (Fig. 13). Diese kann zur 
Bestimmung der Antioxidanzkapazitat von zu untcrsuchen- 
den Probcn genutzi werden. 

Ausfuhrungsbeispiel 5 5 

Rcaklion von H2O2 mil Myoglobin 

A Is radikalbildendes System wird foC^/Myoglobin und 
als Indikator, der radikalabhangig seine optischen Eigen- 10 
schaften (Chemilumineszenz) andert, Luminol eingesetzi. 

Die Reaktionsmischung besteht aus 12,5 ml 0,1 M Gly- 
cinpuffer pH 8,6 mil 75 pi H 2 0, (6 ul 30% H7O? auf 10 ml 
dest. Wasser), 250 \i\ Myoglobin (1 mg in 1 ml 0.9% NaCl) 
und 15,6 pi 10 niM Luminol. 15 

In die Wells der gekuhlten Mikroliterplatte werden 1 bis 
5 ul der zu untersuchenden Proben bzw. des Standards pipet- 
tiert. Dazu werden je 200 ul der oben genannlen Reaktions- 
losung gegeben und in einem an sich bekannten Mikrouter- 
pialtenreader bci 37°C die Chemilumineszenz gemessen. 20 

Fig. 14 zeigt den zeitlichen Verlauf der Chemilumines- 
zenz in den einzelnen Wells der Mikrotiterplatte. In der Le- 
gende sind die Proben im einzelnen benannt. 

Die Bestimmung der Antioxidanzkapazitat von Proben 
erfolgt uber die gemessene Verzogerungszeit mil einem be- 25 
kannten Standard, wie z. B. Trolox. 

Ausfuhrungsbeispiel 6 

Fluorimetrische Bestimmung der Antioxidanzkapazitat 30 

Die radikalbildende Substanz ist 2,2'-Azo-bis-2-amidino- 
propan (ABAP); als Indikator, der radikalabhangig seine op- 
tischen Eigenschaften (Fiuoreszenz) andert, wird ein Farb- 
storT, bestehend aus Poly-(benzyldimethylvinyl-benzylam- 35 
moniumchlorid) und Sulforhodamin 101 (Ruby), eingesetzt. 

Die Reaktionslosung besteht aus 170 mg ABAP und 
100 pi Ruby als Fluoreszenzindikator in 20 ml Pufferlosung 
(1 Teil 50 mM Phosphatpuffer pH 7,4 und 9 Teile 0,9% 
NaCl) und muB unmittclbar vor der Vcrwcndung frisch zu- 40 
bereitet werden (Temperatun 4-15°C). 

Die zu analysierenden Proben werden in die Wells einer 
Mikrotiterplatte pipettiert. Zur Blindwertbestimmung wird 
Wasser odcr cine NaCl-Losung verwendct. 

In die einzelnen Wells mit den zu analysierenden Proben 45 
werden je 200 ul der Reaktionslosung pipettiert. Die Platte 
wird dann soforl in einem an sich bekannten Mikrouterplal- 
lenreader auf 37°C erhitzt, und bei 570 nm wird mit einer 
Excitationswellenlange von 550 nm in bestimmten Zcitin- 
tervallen die Fiuoreszenz gemessen. 50 

Eine Losung von Ruby in Wasser als Losungsiiullel fluo- 
resziert bei einer Wellenlange von ca. 604 nm (Excitations- 
wellenlange: 550 nm). Bei der spater betrachteten Wellen- 
lange von 570 nm ist nur eine geringe Fiuoreszenz zu beob- 
achlcn. 55 

Wie Fig, 15 zeigt, verschiebt sich die Fiuoreszenz wellen- 
lange nach Zugabe von ABAP zeitabhangig in Richtung 
kleinerer Wellenlangen bei gleichzeitiger Zunahme der In- 
tensitat, was auf eine Beeinflussung des Indikators durch 
ABAP schlieBen laBt. 60 

Der Beginn der zeitabhangigen Verschiebung der Fiuo- 
reszenz laBt sich durch Zugabe von Anuoxidantien, wie 
z. B. Trolox (388 uM), beeinflussen. Der EinfluB unter- 
schiedlicher Troloxmengen ist in Fig. 16 dargestellt. Die 
Fiuoreszenz wurde bei 570 nm (Excitationswellenlan- 65 
ge: 550 nm) gemessen. Die Abhangigkeit der Zeitverschie- 
bung von der Troloxmenge ergibt einen linearen Zusam- 
menhang (nicht dargestellt) und ist ebenfails iiber die Verzo- 



gerungszeit zur Bestimmung der Antioxidanzkapazitat von 
zu untersuchenden Proben geeignet. 

Bezugszeichenlisie 

1 AnalysengefaBe (Wells) 

2 Mikrotiterplatte 

3 Grundkorper 

4 Verticfungcn 

5 Heizspiralen 

Ap Antioxidanzkapazitat der Probe 

A(, Antioxidanzkapazitat der Reakuonsmischung ohne 
Probe 

A s Antioxidanzkapazitat eines Standards 

X Verzogerungszeit 

T P Verzogerungszeit der Probe 

X s Verzogerungszeit des Standards 

to Verzogerungszeit der Reaktionsmischung ohne Probe 

Cs Konzentration des Standards 

SF Stochiometriefaktor der Radikalbildung 

I 0 Integral des optischen Signals fur die Reakuonsmischung 

ohne Probezusalz 

Ip Integral des optischen Signals fiir die Probe 
Is Integral des optischen Signals fiir Standard 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Bestimmung der Antioxidanzkapazi- 
tat in Proben, dadurch gekennzeichnet, daB mit den 
Proben in einer Pluralitat von in einem vorgegebenen 
x-y-Raster angeordneten gekiihlten AnalysengefaBen 
Mischungen hergestellt werden, die weiterhin jeweils 

a) aus zumindest einem System, welches tempe- 
ralurabhangig freie Radikale bildet, und 

b) aus zumindest einem Indikator, der radikalab- 
hangig seine optischen Eigenschaften andert, 

bestehen, daB die Mischungen in den gekuhlten Analy- 
sengefaBen zunachst auf eine im wesentlichen gleiche 
Analysen-Ausgangstemperatur zwischen 0 und ca. 
20°C gcbracht und anschlicBcnd, vorzugsweisc in ei- 
nem Zeitraum von bis zu 60 min., gleichmaBig auf eine 
Temperatur bis hochstens ca. 90°C erwarmt werden, 
daB wahrend der Erwarmung der Mischungen in den 
AnalysengefaBen mit einer an sich bekannten Rcadcr- 
anordnung in den Mischungen der zeitliche Verlauf der 
Anderung der optischer Eigenschaften erfaBt wird, und 
daB aus dieser Anderung die Anlioxidanzkapazitai 
durch Vergleich mit bekannten Referenzwerten be- 
stimtnt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB zumindest in einem der AnalysengefaBe eine 
Substanz mit definierter Antioxidanzkapazitat in einer 
Referenzmischung der gleichen Temperaturerhohung 
ausgesetzt wird wie die in ihrer Antioxidanzkapazitat 
zu bestimmenden Mischungen und daB die Antioxi- 
danzkapazitat der zu bestimmenden Mischungen liber 
die Anderung deren optischer Eigenschaften im Ver- 
gleich zur Anderung der optischer Eigenschaften in der 
Referenzmischung ermittelt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB als temperaturabhangig freie Radikale bilden- 
des System 2,2 , -Azo-bis-2-amidinopropan (ABAP) 
verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB das temperaturabhangig freie Radikale bil- 
dende System der Mischungen aus Xanthinoxidase mit 
Hypoxanthin als Substrat gebildet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
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net, daB als temperaturabhangig freie Radikalc bilden- 
dcs System H2O? eingeselzt wird, 

6. Vcrfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzcich- 
net, daB als Indikator, der radikalabhangig seine opli- 
schen Eigenschaften andert. Luminol verwendet wird. 5 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB als Indikator. der radikalabhangig seine opu- 
schen Eigenschaften andert, 2,2 , -Azino-bis(3-ethyl- 
benzihiazolin-6-suIfonsaure) (ABTS) verwendet wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- to 
net, daB als Indikator, der radikalabhangig seine opti- 
schen Eigenschaften andert, eine Erythrozytensuspen- 
sion verwendet wird. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 1, 3 und 6 bzw. 7 
dadurch gekennzeichnet, daB in alien Reaktionsmi- 15 
schungen eines Analysenansalzes einc definiertc im 
Vergleich zur Probe und dem Standard kleine Antioxi- 
danzkonzentralion eingestellt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekennzeich- 
net, daB als Indikator, der radikalabhangig seine opti- 20 
schen Eigenschaften andert, Poly-(benzyldimelhylvi- 
nylbenzylarnmoniumchlorid) und Sulforhodamin 
101 (Ruby) verwendet wird. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Temperatur der Mischungen sprunghafl er- 25 
hohtwirri. 

12. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Temperatur der Mischungen kontinuierlich 
erhoht wird. 

1 3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 30 
net, daB die Temperatur der Mischungen mil konkaver 
Teniperatur-Zeitfunktion erhoht wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Temperatur der Mischungen mit konvexer 
Teniperatur-Zeitfunktion erhoht wird. 35 

15. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die im 
x-y-Raster einer an sich bekannten Mikrotiterplatte (2) 
angeordneten AnalysengefaBe (1) aus formnachgiebi- 
gem Material bestchen, das kraft- und formschlussig in 40 
einen metallischen, die AnalysengefaBe (1) als lage- 
korrespondierende Vertiefungen (4) aufweisenden so- 
wie temperierbaren Grundkorper (3) eingeselzt ist. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Grundkorper (3) im thermischen 45 
Kontakt mit Mitteln (5) zu deren Temperierung steht. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mittel zur Temperierung des Grund- 
korpers (3) aus elektrischen Heizelementen, beispiels- 
weise einer oder mehreren im oder am Grundkorper (3) so 
angebrachten Heizspiralen (5), beslehen. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mittel zur Temperierung des Grund- 
korpers (3) aus fluiden Medien, z. B. Wasser, welches 
den Grundkorper (3) durchslrdmt, bestehen. 55 

19. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fur colorimetrische Messungen an den 
Mischungen die AnalysengefaBe (1) aus lichtdurchlas- 
sigem Material bestehen und die Vertiefungen (4) im 
Grundkorper (3) als durchgangige Bohrungen ausge- 60 
fuhrt sind. 
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a) Bestimmung der Verzogerungszeit 
Optisches Signal 




T 0 T s T P 

T 0 VerzSgemngszeit des Blindwerts 
T s Verzogerungszeit des Standards 
T p VerzSgerungszeit der Probe 



b) Bestimmung des Integrals des optischen Signals 
Optisches Signal 




Zeit [min] 



[jj Blindwert = Iq 
Q Standard = I s 
□ Probe = I P 

Fig. 4 
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Absorbanz bei 620 nm 
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Abs[620 nm| ZeitlminJ 
0,4 I 1 



0 

0 43 min 



Legende: 








A1-B12: 


ohne Zusatz (Blindproben) 


C8-D8: 


1 Hi Harnsaure (400 \iM) 


CI -El: 


3 nl Trolox (376 |uM) 


E8-F8: 


2 Hi Harnsaure (400 \iM) 


Fl-Hl: 


5 nl Trolox (376 uM) 


G8-H8: 


3 h1 Harnsaure (400 \M) 


C2-E2: 


7 nl Trolox (376 \iM) 


C9-D9: 


1 h1 Albumin (5%) 


F2-H2: 


9 nl Trolox (376 hM) 


E9-F9: 


2 Hi Albumin (5%) 


C3-E3: 


11 nl Trolox (376 |iM) 


G9-H9: 


3 Hi Albumin (5%) 


F3-H3: 


13 |il Trolox (376 hM) 


C10-E10: 


1 h1 Serum (unverdflnnt) 


C4-E4: 


15 |il Trolox (376 \M) 


F10-H10 


2 Hi Serum (unverdtinnt) 


F4-H4: 


17 nl Trolox (376 fiM) 


Cll-Dll: 


5 Hi Serum (1:10 verdOnnt) 


C5-D5: 


1 |UCatechin(200p.M) 


Ell-FU: 


8 h1 Serum (1 :10 verdOnnt) 


E5-F5: 


2HlCatechin(200(iM) 


Gll-Hll: 


1 OhI Serum (1:10 verdOnnt) 


G5-H5: 


3 |U Catecbin (200|iM) 


C12-D12: 


1 h1 Ascorbinsaure(400HM) 


C6-D6: 


1 |il Propylgallat (200 |iM) 


E12-F12: 


2 h1 Ascorbins§ure(400HM) 


E6-F6: 


2 \il Propylgallat (200 |iM) 


G12-H12: 


3 \il Ascorbinsaure(400|aM) 


G6-H6: 


3 \il Propylgallat (200 |iM) 






C7-D7: 


1 \il Bilirubin (400 |iM) 






E7-F7: 


1 nl Bilirubin (400 |iM) 






G7-H7: 


1 Hi Bilirubin (400 |iM) 







Fig. 5 
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a] Harnsaure 



123456789 lO 11 12 
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b] Catechin 



123456783 1Q1112 



Absorbanz 



0.2-r 



0.1 



*=H i 




°'° I I I I 1 1 I 1 I 1 I I 1 I I I I I I 1 I I 
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Fig. 6 



802 070/416 



BNSDOCID: <DE 1 97391 20A1_I_> 



ZEICHNUNGEN SEITE 7 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



OE197 39 120 A1 
G 01 N 31/22 

II.Marz 1999 




Fig. 7 
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Chemilumineszenz [RLU/sec] 



1 1 ~ ] 






A:6 




B:2 i B:3 i B:4 , B:5 

r—~\ r—\ r~- — 1 r — 


B:6 


Lc~= 


C:2 , C:3 


C:4^ | C:5 


C:6 


i 0:1 ; 

I rr-.\ 


D:2 j D:3 


D:4 j 0:5 ] 


0:6 


i £1L i 


r 6L^| r S&_| 








F:6 


\r*-\ 




G:4 | G:5 i 




RLU/sec 
1.000 | 

0 42 min 




HJ6 
Zeit [min] 



Legende: 



Al - A6 

Bl -B2 

B3-B4 

B5-B6 

CI -C2 

C3-C4 

C5-C6 

Dl -D2 

D3-D4 

D5-D6 

E1-E2 

E3-E4 

E5-E6 

Fl -F2: 

F3-F4 

F5 - F6 

G1-G2 

G3-G4 

G5 - G6 

HI -H2 

H3-H4 

H5-H6 



1 - 10 jil Wasser als Blindwert 
0,5 ul Trolox (376 uM) 

1 ulTrolox (376 uM) 

2 ulTrolox (376 fiM) 

1 |il Serum von Patient A der Intensivstation 
1 \il Serum von Patient B der Intensivstation 
1 til Serum von Patient C der Intensivstation 

1 |il Serum einer gesunden Vergleichsperson 

2 ul Serum von Patient D der Intensivstation 
2 ul Serum von Patient E der Intensivstation 

1 ul Ascorbinsaure (400 uM) 

2 ul Ascorbinsaure (400 uM) 
2,7 ul AscorbinsMure (400 uM) 

2 ul Portugiesischer Rotwein 1:100 mit Wasser verdunnt 
4 ul Portugiesischer Rotwein 1 :100 mit Wasser verdunnt 
4 ul Italienischer Rotwein 1:100 mit Wasser verdunnt 
7 ul mit Urin contaminiertes Wasser (1 : 1 00) 
10 ul mit Urin contaminiertes Wasser (1 :500) 
10 ul mit Urin contaminiertes Wasser (1 :200) 

1 ul Bilirubin (400 uM) 

2 ul Bilirubin (400 uM) 

1,5 .ul Propylgallat (200 \iM) 



Fig. 8 
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a) ohne Zusatz 

1,0 



Legende: 




QO 



A , * v* * ***** A«*il*4*HWi4* 4 -i * 4 1 



A9: 



A10: 



Ail: 



A12: 



3D 



mn 



ZD 



25D 



b) Zugabe von 10 ^1 Trolox 

1,0, 



QO. 




llIHllK- 



j i *** ** * * * * i ■' : * " 4 s * 



Al: 



A2: 



A3: 



A4: 



33 



W W 



as 



c) Zugabe von 20 jai Trolox 

to, 



QO 




CI: 



C2: 



C3: 



C4: 



SD tD ^ 130 2D 



2SD 



Fig. 10 



40 |i) NaCi - LSsung 
160 }il Suspension 1 
40 jil ABAP 
40 ill NaCl - Losung 
160 fxl Suspension 1 
40 \il NaCl - Losung 
40 \x\ NaCl - Losung 
160 [ll Suspension 2 
40 \i\ ABAP 
40 ul NaCl -Losung 
160 ill Suspension 2 
40 ul NaCl -LSsung 



10 jil Trolox und 30 \i\ NaCi - Losung 
1 60 ul Suspension 1 
40 pi ABAP 

10 ul Trolox und 30 ul NaCl - Losung 

160 pi Suspension 1 

40 \i\ NaCl - Losung 

10 ul Trolox und 30 ul NaCl - Losung 

160 ul Suspension 2 

40 ul ABAP 

10 ul Trolox und 30 ul NaCl - Losung 
160 ul Suspension 2 
40 ul NaCl - L6sung 



20 Trolox und 20 \xl NaCl - Losung 
160 ul Suspension 1 
40 ul ABAP 

20 jxl Trolox und 20 ul NaCl - Losung 

160 |il Suspension 1 

40 ul NaCl - Losung 

20 ul Trolox und 20 ul NaCl - Losung 

160 uJ Suspension 2 

40 \i\ ABAP 

20 uJ Trolox und 20 ul NaCl - Ldsung 
160 uj Suspension 2 
40 fil NaCl - Ldsung 
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200 




10 15 20 

//ITrolox(lmM) 



Fig. 11 
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Chemilumineszenz [RLU/sec] 




Zeit(min] 



0 15 min 



Legende: 

A4 und A5 2 \x\ NaCl-L6sung 

B4 und B5 2 \xl Superoxid-Dismutase (SOD): 96 mUnits/ml 

C4 und C5 1 ^1 Superoxid-Dismutase (SOD): 96 mUnits/ml 

D4 und D5 2 fil Superoxid-Dismutase (SOD): 24 mUnits/ml 

E4 und E5 2 \il Superoxid-Dismutase (SOD): 9,6 mUnits/ml 

F4 und F5 1 nl Superoxid-Dismutase (SOD): 9,6 mUnits/ml 

G4 und G5 0,5 jil Superoxid-Dismutase (SOD): 9,6 mUnits/ml 

H4 und H5 2 jil Serum gel6st in 0,9 % NaCl-Losung 1 :50 



Fig. 12 
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7 - 



o 




SOD (milllunits) 

Fig. 13 
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Chemilumineszenz [RLU/sec] 
3 M 



B:4 



C:4 



0:4 



F:4 



G:4 



-H:4 



RLU/sec 
30 000 

ol 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 39120A1 
G01N 31/22 

11. Marz 1999 



A:5 



Br5 



C:5 



D:5 



F:5 



G:5 



Zeit [minj 



30 min 



Legende: 

A4: 1 jal Blutserum einer gesunden Vergleichsperson Kl 

A5: 1 nl Blutserum einer gesunden Vergleichsperson K2 

B4: 1 |il Blutserum einer gesunden Vergleichsperson K3 

B5: 1 jil Blutserum einer gesunden Vergleichsperson K4 

C4: 2 jil Blutserum einer gesunden Vergleichsperson K5 

C5 : 2 |il Blutserum einer gesunden Vergleichsperson K5 

D4: 2 \il Blutserum eines Patienten mit einer Nierenerkrankung PI 

D5 : 2 nl Blutserum eines Patienten mit einer Nierenerkrankung P2 

E4: 1 ^lTrolox(388 nM) 

E5: 1 ^lTrolox(388 jiM) 

F4: l,5nlTrolox(388 nM) 

F5: l,5nlTrolox(388 ^iM) 

G4: 2*ilTrolox(388 *iM) 

G5: 2jxlTrolox(435nM) 

H4: 2 jil NaCl (0,9%) 

H5: 2 Ml NaCl (0,9%) 



Fig. 14 



802 070/416 



BNSDOCID: <DE 19739120A1_I_> 



ZEICHNUNGEN SEITE 15 



Nummer: 
Int. C!. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE197 39120A1 
G 01 N 31/22 

II.Marz 1999 



250 




560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 

nm 

A,exc=550 nm 

Fig. 15 



<OE 1973912QA1J_> 



802 070/416 



ZEICHNUNGEN SEITE 16 



Nummer: 
Int. CI. 6 : 

Offenlegungstag: 



DE19739 120 A1 
G 01 N 31/22 

11.Marz1999 




kexc=550 ran 



Fig. 16 
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